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研究成果の概要（和文）：本研究では、約6分という同調的な遺伝子発現のリズムが観察された細胞性粘菌の多
細胞体構築プロセスを観察対象として、生体リズムを制御する因子の動態解析や生体リズムの操作を実施した。
転写因子の動的挙動に着目した結果、多細胞体構築プロセスで周期的な核局在化を繰り返す新たな転写因子を同
定したほか、光刺激によりシグナル伝達経路の可逆的な操作を実現した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we visualised dynamic nature of factors controlling the 
biological rhythms during the formation of multicellular structures in Dictyostelium cells that 
cycle on and off transcription in about 6 minutes. We identified a novel transcription factor that 
repeats cyclic nuclear localisation during multicellular formation and achieved reversible 
manipulation of the signal transduction pathway by light stimulation.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
分子生物学の発展により多細胞体構築を制御する因子が同定され、その生体内での性質が明らかとなってきた。
しかし、そのような因子が複雑に組み合わさり、常に状態を変化させる動的空間において、正確な秩序形成がど
のように生み出されているのかわかっていない。今回の成果は、短周期の生体リズムにより多細胞体が構築する
仕組みや原理の理解につながると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 これまでの分子生物学や生化学の発展により、多細胞体構築を制御するさまざまな因子が同
定され、生体内での性質が明らかになってきた。しかし、そのような因子が複雑に組み合わさ
り、常に状態を変化させる動的空間において、多細胞体構築プロセスで見られる正確な秩序形
成がどのようにして生み出されるのかわかっていない。我々はこれまで生細胞内で起こる遺伝
子の転写がオン・オフを繰り返す様子を長時間可視化するシステムを構築することで、転写が
不規則な間隔で活性化する転写バーストという現象をとらえてきた。この手法を用いて多細胞
体構築過程で発現する遺伝子の転写を可視化すると、未分化状態で無秩序な振る舞いにみえる
転写動態が、多細胞体構築プロセスでは同調的に約 6分間隔でオン・オフを繰り返すことを見
出した。遺伝子発現のリズムは、細胞周期、概日時計や体節形成過程を制御する分節遺伝子な
ど、多くの生命現象で重要な役割を担っている。しかし、これらの生体リズムは、通常数時間
から 1日程度の周期性を示すが、我々はわずか 6分程度のリズムを繰り返すという特徴的な生
命現象を発見した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、この約 6分という短周期の生体リズムが観察された細胞性粘菌の多細胞体構築
プロセスを観察対象として、自発的な短周期の生体リズムを特徴とする多細胞体構築プロセス
について、その創生のしくみや原理を理解することを目標に、(1)生体リズムを制御する因子の
動態解析、(2)タンパク質のリン酸化状態を可視化するプローブの開発、(3)生体リズムの操作、
の 3つに取り組み研究を展開した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)生体リズムを制御する因子の動態解析 
 生体リズムを制御する因子の動態解析を行うため、転写因子に着目した。細胞性粘菌のゲノ
ム中に存在する転写因子に緑色蛍光タンパク質（GFP）を融合させ、それを安定的に発現する
細胞性粘菌株を作製した。この発現株が多細胞体構築する過程を可視化することで、その転写
因子の局在と生体リズムの関係を調べた。 
 
(2)タンパク質のリン酸化状態を可視化するプローブの開発 
 周期的にリン酸化を受けるタンパク質としてプロテインキナーゼ（PKB）の基質タンパク質
に着目し、リン酸化が入るとタンパク質の立体構造が変化し、蛍光輝度の変化として検出でき
るプローブの検討を行った。 
 
(3)生体リズムの操作 
 生体リズムを特徴とする多細胞体構築プロセスを理解するためには、周期的に情報を伝達す
るシグナル伝達経路を人為的にコントロールできる技術を確立することが重要である。そこで、
光照射によりタンパク質を活性化できる光センサータンパク質を細胞内に組み込んだ株を作製
した。 
 
４．研究成果 
 
(1)生体リズムを制御する因子の動態解析 
 ゲノム中に存在する 155 種類の転写因子に GFP を融合させた発現株を作製し、多細胞体構
築過程での転写因子のイメージング解析を実施した。その結果、多細胞体構築過程を通して局
在が核から核外もしくは核外から核へ変化したものや多細胞体構築の初期段階で同調的に約 6
分周期の核局在化を繰り返す新たな転写因子を発見した。この転写因子の周期的な局在変化は、
未分化状態では観察されない一方、多細胞体構築プロセスの初期段階で長時間にわたって観察
されており、周期的な転写活性化との関連が示唆される。この転写因子を生化学的に解析する
と、シグナル刺激後１, 2 分でタンパク質の分子量の増加が観察された一方、約 5分後には元の
分子量へ戻るという周期的な翻訳後修飾が観察された。そのため、周期的なリン酸化などシグ
ナル伝達経路の活性化が関与していると考えている。また、この転写因子を破壊すると、多細
胞体が異常な形態になる一方、遺伝子破壊株にこの転写因子を発現させることで異常な多細胞
体が回復した。この転写因子のディリーション解析を行い、周期的な局在変化を示す領域を探
索した。上流側を削った転写因子にGFPを融合し、多細胞体構築プロセスを観察したところ、
周期的な核局在化が観察されたが、下流側を削った転写因子に GFP を融合したコンストラク
トを導入した株では、恒常的に核局在化することがわかった。 
 
 
(2)タンパク質のリン酸化状態を可視化するプローブの開発 
 タンパク質のリン酸化状態を可視化するため、多細胞体構築過程でのリン酸化タンパク質の



動態解析を実施した。その結果、①リン酸化が恒常的なタンパク質、②リン酸化が増加するタ
ンパク質、③リン酸化が減少するタンパク質をリン酸化抗体により同定できた。このうちのい
くつかについては、リン酸化を触媒するタンパクキナーゼも明らかにした。そこで、PKBの基
質タンパクをターゲットとして選定し、リン酸化されると蛍光タンパク質の立体構造が変化し、
蛍光輝度が増減するプローブの開発を進めた。リンカーの長さや膜局在化を促進する配列の挿
入など複数のコンストラクトを試したが、シグナル刺激後の蛍光輝度の変化はわずか数%しか
観察されず、生細胞内でモニター可能な効率的なプローブの開発には至らなかった。 
 
 
(3)生体リズムの操作 
 周期的に活性化するシグナル伝達経路を人為的にコントロールするため、光操作によりタン
パク質を活性化できる光センサータンパク質を細胞内に組み込んだ株を作製した。光刺激によ
り可逆的な操作が実現できているかどうかは、そのシグナル伝達経路を可視化するためのバイ
オセンサーを同時に細胞内に組み込むことで評価した。その結果、細胞に光刺激を行うことで
シグナル伝達経路が活性化したことがバイオセンサーをモニターすることで示された。これま
でに、約 6分周期の同調的な転写のオン・オフをとらえてきたが、この光操作ツールは、数分
周期の可逆的なシグナル伝達経路の操作が可能であることもわかった。次に、任意の領域に多
細胞体構築を行わせるため光刺激を行ったところ、指定した場所で多細胞体構築を行えること
ができた。さらに、光刺激の頻度、強度、持続時間などを変えることで、多細胞体構築過程で
見られる素過程に変調を起こすことに成功した。これらの結果は、短周期の生体リズムにより
多細胞体が構築する仕組みや原理の理解につながると期待される。 
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